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論 文 内 容 要 旨
イネにおいて窒素代謝を制御す ることが期待 され るPII様 タンパク質の機能 に関する研究
序論
高等植物において、無機 態窒素の同化反応 により合成 され るグルタミン(Gln)は 、種々
の窒素化合物の窒素供与体であると共に、遺伝子発現 を制御す るシグナル分子 としても機
能 していることが、近年明 らかとなってきた。た とえば、イネの根では、NADH依 存型 グ
ル タ ミン酸 合 成 酵 素(NADH-GOGA7)や 、高親 和 性 ア ンモ ニ ウムイ オ ン輸 送 担 体
(0畠4ルπ1/1、0L鼠L42レf7フ∫2)の発現は、Glnに よ り正に制御 されることが知 られている(Hirose
etal.1997,HiroseandY㎞aya1999,Sonodaetal.2003)。 しか し、このGlnシ グナルか ら遺伝
子発現に至 る情報伝達の分子機構は、全 く明 らかには されていない。大腸菌では、Gh1を
シグナル因子 とした窒素代謝制御機構の研究が進んでい る。その機構で機能 しているPII
タンパク質は、細胞内のGln(Nシ グナル)と2一 オキソグルタル酸(2-OG;Cシ グナル)ρ
濃度比に応答 してグル タミン合成酵素(GS)遺 伝子の発現制御を担 うセ ンサーならびに ト
ランス ミッターである。近年、高等植物で も、シロイヌナズナか らP■ のホモ ログ遺伝子
GZβ1が 単離 された(Hsiehetal.1998)。 この発見により、高等植物 においてもPII様 タンパ
ク質を介 した情報伝達機構 が存在す る可能性が示唆 され るが、PII様 タンパ ク質の機能や
情報伝達機構の詳細は、ほ とん ど明 らかに されていない。
本博士論文では、イネ におけるPII様 タンパク質の遺伝子発現特性の解析 を行 うと共に、
PII様 タンパ ク質 との相互作用候補因子の探索、RNAi法 によるPII遺 伝子 ノックダウンイ
ネの作出を行い、PII様 タンパク質の生理機能の解析 を試 みた。得 られた結果 をもとに、
イネにおけるPII様 タンパ ク質 とGln情 報伝達機構の関連 を論議 した。
第一章
イネpn様 タンパ ク質 をコー ドす る05α π8の 単離、お よびその発現特性の解析
イネ(0αzα ∫α≠∫vαLcv.Sasanis畑d)の 葉 か ら、5',3'一RACE法 に よ り05σ1η8cDNAを
単離iした。得 られ たcDNA配 列 情報 と、ゲ ノム情報 とを比較 した ところ、03G1ηBは 、第
5染 色体 上 に座 上 し、 そ の構 造 遺伝 子 は、7個 のエ キ ソンか らな っていた(Fig.1A)。 サ ザ
ンプ ロッ ト解析 な らび にデ ー タベ ー ス検 索 の結果 か ら、05G1η β は、単一 の遺 伝子 で ある
こ とが判 明 した(Fig.1B)。 得 られ た イネPII様 タンパ ク質 の推 定ア ミノ酸配 列 の情報 か ら、
イネPII様 タンパ ク質 の構 造 は、大 腸 菌お よび シア ノバ クテ リアのそれ と高い 類似性 を示
し、ArPや2-oGな どの低 分子 物質 との結 合性 に関係 す るT-100p、B-loop、 お よびc-loop
の各 モ チー フが 高度 に保 存 され て い た。イ ネPII様 タ ンパ ク質 には、大腸菌PHタ ンパ ク質
にお いて ウ リジ リル 化 され るチ ロシ ン残 基 が保存 され てお らず 、 シアノバ クテ リアPHタ
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ンパ ク質 と同様に リン酸化 されるセ リン残基が保存 されていた。
次 に、イネ の各器官の05G1〃8mR:NAの 定常状態における蓄積量を、RT-PCR法 により
調べた。供試材料は、根、葉鞘、未抽 出葉身、完全展開葉身、老化葉身、登熟初期の頴果、
お よび経 時的に採取 した第12葉 の葉身 とした。解析 した全 ての器官において、05G1ηβ
mRNAの 蓄積が認め られた(Fig.2A)。 また、葉の成熟 に伴い、05G1ηβの転写産物量が増
加す る傾 向が認め られた(Fig.2B)。
大腸菌 に より大量発現 させたOsGlnB融 合タンパ ク質 をウサギに免疫 して抗体を作製 し
た。本抗体を用いて、イネの各器官のPII様 タンパク質の蓄積 をイムノブロッ ト法によ り
調べた。供試材料は、転写産物の実験 と同様 とした。その結果、PII様 タンパク質は、転
写産物 の結果 と同様 に、解析 した全ての器官において、その存在 が認 められた(Fig.3A)。
また、葉身 におけるPII様 タンパク質は、老化期の後期において も存在 した(Fig.3B)。
α σ1〃βmR:NAを 特異的に認識す るRNAプ ローブを作製 し、イネ葉身において、∫η5勧
hybddizationを 行った。03G1ηβmRNAは 、葉 肉細胞、伴細胞、お よび鯖部柔細胞 に主に検
出され た(Fig,4)。 また、GFPと の融合 タンパク質を用いた一過的発現解析の結果、イネ




、情 報 の受容 か ら遺 伝子発 現 に至 る過 程 では 、 タンパ ク質 とタ ンパ ク質 の相 互 作
用 に よる情 報 伝達 が行 われ てい る例 が多 い。 そ こで 、P■ 様 タンパ ク質 と相 互作 用す る タ
ンパ ク質 を、酵 母 ツー ハイ ブ リッ ト法 に よ り探索 した。bsGlnBの 推 定 トランジ ッ ト領域
を除 いた約400bpのcDNA領 域 を組 み込 ん だbait用 プ ラス ミ ドと、イネ 未抽 出葉 身 由来 の
cDNAラ イ ブ ラ リー よ り作製 したprey用 プ ラス ミ ドを、酵母MaV203に 導入 した。約250
万 の形 質転 換 酵母 か ら、11個 の陽性 ク ロー ンを取 得 した(Fig.6)。 これ らの ク ロー ンの塩
基 配列 を確 認 後 デー タベ ース検 索 した 結果 、1ク ロー ンがPII様 タンパ ク質 を コー ドす る
遺伝 子 と一致 し、PII様 タ ンパ ク質 が3量 体構 造 を形 成す る可能性 を支 持す る結 果 とな っ
た。 また 、残 りの10ク ロー ン全 てが、!>Lacetylglutamate㎞ase(NAGK)を コー ドす る遺伝
子(051盟GK7)と 一 致 した。NAGKは 、 アル ギニ ン合 成 系 におい て、亙acetylglutamateを
リン酸化 す る酵素 であ る と考 え られ て い る。しか し、高等植 物 にお け るNAGKの 生理機 能
の詳 細や 、そ の周 辺 の代謝 系 は不 明で あ る。NAGKの 配 列情 報 を も とに、イネ ゲ ノムデ ー
タベ ー ス を探 索 した ところ、新 た にNAGKを コー ドす る遺伝 子(08醐G1ζ2)が 存在 す る
こ とが判 明 した。
05ル 望G1(1お よび05醐Gκ2の 発 現 特性 をRT-PCR法 に よ り解 析 した。 供 試 材 料 は
05G1ηβ の実 験 と同様 と した。解析 した全 て の器 官 にお いて05ルfGKImRNAの 蓄 積 が認 め
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られ た(Fig.7A)。05G1η βmRNAの 蓄積 が認 め られ た 老化;期の葉身 で も同様 に、05弼GK'1
mRNAの 蓄積 が認 め られ た(Fig.7B)。 さらに、GFPと の融 合 タ ンパ ク質 を用 いた 一過 的発
現解析 の結果 、OsNAGK1は 葉緑 体 に移行す る こ とが示 唆 され た(Fig.8)。 以 上 の結 果 よ り、
OsNAGK1とPH様 タ ンパ ク質 は 、葉緑体 内で相 互 作用 す る と推察 され た。
第三章 、
RNAi法 を用いた 伽 α〃βの発現を抑制 した形質転換イネの作出、およびその解析
PH様 タンパク質の機能を解析する上で、突然変異体や遺伝子破壊 あるいは発現抑制変
異体の利用が有効である。イネでは、PII遺伝子破壊株 は見出 されていなかった ことから、
RNAi法 によるノックダウンを試みた。ユビキチンプ ロモーターに05G1η βcDNA約400bp
を トリガー領域 として、アンチセンスお よびセンス方向に連結 したベ クターを構築 した。
得 られたベクタリをアグロバクテ リウム法によ りイネに導入 し、形質転換イネを獲得 した。
得 られた形質転換イネの葉身 を供試 して、 リアル タイムRT-PCR法 によ りRNAiの 効果を
検証 した。その結果、形質転換イネにおける05G1η βmRNAの 蓄積量は、培養細胞から形
質転換せずに再分化 させた、コン トロールイネのそれ と比較 して5～25%に 減少 している
こ とが判明 した(Fig.9A,B)。 また、イムノブロッ ト解析では、形質転換イネの葉身におい
てPH様 タンパク質のシグナルは検出されなかった(Fig.9C)。 以上よ り、05G1ηβの発現が
ノックダウンされた個体の獲得に成功 した。また、獲得 したOsGh1Bン ックダウンイネの
成育でみた表現型は、コン トロールイネ と比較 して、大 きな差異は認め られなか った(Fig.
9D),
表現型での差異がなかったことから、約21,500遺 伝子を解析可能なオ リゴDNAマ イク
ロァ レイ(Agilent)を 用いて、OsGh1Bノ ックダウンイネお よび野生型イネの葉身における
網羅的な遺伝子発現解析を行 った。その結果、シグナル強度差が3倍 以上の遺伝子は、未
抽出葉身、完全展開葉身、および老化葉身では、それぞれ43種 類81種 類、および85種
類見出された(Fig.10A,B,c)。 これ らの遺伝子群 を推定機 能により分類 した ところ、その
カテゴリーは多種にわたっていた。また、現時点でその機能については不 明なものが多数
含まれていた。完全展開葉身お よび老化葉身において共通 してシグナル強度差が3倍 以上
の遺伝子は4種 類存在 してお り、その中には、proteinphosphatase2C(PP2C)relatedproteh1
と相同性を持つ遺伝子が存在 した。シアノバ クテ リアPIIタ ンパ ク質はPP2Cに より脱 リ
ン酸化されることが知 られてお り、イネPII様 タンパク質 との関連候補の一つ と考えられ
る。 しかし、PII様 タンパク質 と、同定された関連候補遺伝子群 、あるいは窒素代謝関連
遺伝子群の転写制御 との直接的 な関係を見出すには至っていない。現在、同定 された関連
候補遺伝子の共通点や関連性 を探っている。 さらに今後、統計学的手法 として》クラスタ
リング解析を行い、候補遺伝子の絞込みを行 う予定である。
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次に、OsGh1Bノ ックダウンイネお よび野生型イネの葉身中の遊離ア ミノ酸量を調べた。
その結果、OsGh1Bノ ックダウンイネ と野生型イネの葉身における新鮮重あた りの総ア ミ
ノ酸含量は、ほぼ同程度であるのに対 し、個 々のア ミノ酸含量に違いが認 められた。OsGhB
ノ ックダ ウンイネの完全展開葉身中の遊離アル ギニン含量は、野生型イネ のそれ と比較 し
て、約半分 に減少 していることが判 明 した(Fig.11)。
結論
本研究で以下のことが明 らか となった。
1.03σ1η βの転写産物お よび翻訳産物 は、根 、葉鞘、葉身、および頴果で発現 してお り、
老化期の葉身において、高い蓄積 が認 めちれた。
2.03(}1η βmRNAは 、葉肉細胞 、伴細胞 、お よび笛部柔細胞に主に検出 された。 また、
05σ1ηβ の翻訳産物 は、葉緑体に移行す ることが示 された。
3.酵 母 ツーハイブ リッ ト法によ り、高等植物 では初 めて、PH様 タンパ ク質 との相互作
用候補因子 として03醐G1(1が 単離 された。 さらに、05G1ηβと03醐G1ζ1め 転写産物
の挙動が類似 していることや、いずれの翻訳産物 も葉緑体に移行す ることから、それ
らの相互作用の可能性が示 された。
4.RNAi法 により、OsGlnBノ ックダウンイネを作出 した。また、得 られた個体の葉身に
おける05G1η8mRNAの 蓄積量は、 コン トロールイネのそれ と比較 して、5～25%に 減
少 していることが判明 した。
5.OsGh1Bノ ックダ ウンイネ と野生型イネ の遺伝子発現パター ン、および個 々の遊離ア
ミノ酸含量に違いが認 め られた。
以上の結果は、イネにおいてPII様 タンパ ク質を介 した情報伝達機構の全容解明にむけ
た第一歩 である。今後、マイクロア レイ解析 で得 られた結果 をもとに、Gln情 報伝達系 と
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論 文 審 査 結 果 要 旨
植物における窒素の同化やそれに引き続 く代謝は,成 育や生産性 を決定づける重要な機構である。
世界三大作物の一つであるイネでは,無 機態窒素の大部分をアンモニウムイオンに依存 してお り,こ
の吸収や同化に関わる輸送担体やNADHグ ルタミン酸合成酵素遺伝子などはアンモニウムイオンによ
り,そ の発現が正に制御 され る。この機構で,真 の情報伝達物質はアンモニウムイオンではなく,そ
の同化産物であるグルタミンであることが判明している。 しかし,グ ル タミンの情報伝達機構に関し
ては,そ の受容体や情報伝達体などの分子実体は不明である。
本研究は,イ ネにおいてグルタミンを情報物質 として,窒 素代謝を制御することが期待されるPII
様タンパ ク質遺伝子 を同定 し,そ のmRNAや タンパク質の発現解析,PH様 タンパク質 と相互作用す
るタンパ ク質の同定,さ らにRNAi法 を用いた発現抑制変異体の作成 とマイクロアレイを用いた発現
遺伝子のプロファイ リングの比較などを通 して,イ ネにおけるPII様 タンパク質の機能解析を初 めて
試みたものである。
得 られた結果は,次 のように要約できる。①イネのPH様 タンパク質遺伝子構造を初めて明らかに
した。②本遺伝子は1コ ピーであり,大 腸菌PH機 能発現に重要なチロシン残基はなく,リ ン酸化さ
れ うるセ リンが機能発現に重要である構造をしていた。③遺伝子産物のPII様 タンパク質は,プ ラス
チ ドに局在 した。④mRNAは 葉身の殆 どの細胞に発現 してお り,比 較的老化の進んだ葉身でやや発現
量が多いことがわかった。⑤酵母ツーハイブ リッド法により,アセチル グル タミン酸キナーゼ(AGK)
がPII様 タンパ ク質 と相互作用するタシパク質であることを発見 した。⑥AGKも,PH様 タンパ ク質
と同様にイネではプラスチ ドに局在 していた。⑦RNAi法 によるPH様 タンパク質遺伝子のノックダ
ウン変異体を作成 した。⑧変異体の表現型には大きな変化は認められなかった。⑨変異体 と野生株の
葉身を用いてDNAマ イクロアレー解析を行い,変 異体で特異的に発現量が変動する遺伝子をプロファ
イ リングした。その中で,情 報伝達機構への関与が期待できるタンパク質脱 リン酸化酵素なども含ま
れていた。'⑩変異体の遊離アミノ酸のプロファイ リングを行い,ア ルギニン含量に有意な差を認めた。
以上,本 研究の成果はイネのPH様 タンパク質の機能解析を初めて行ったもので,上 記の①か ら⑥
をまとめ,そ の成果を公表 した。なお,そ の結果の一部は,学 術雑誌の表紙に採用 された。また,⑦
以降も,公 表に向けて準備中である。遺伝子の単離に関 しては,モ デル植物であるシロイヌナズナに
遅れをとったが,そ れ以外の詳細な発現解析,相 互作用タンパク質の獲得,ノ ックダウン変異体の獲
得 とポス トゲ ノム解析などに関しては世界に先駆けた研究であり,国内外からも高く評価されている。
本研究は,窒 素代謝制御 が期待できるPIIタ ンパク質に関 して,初 めて詳細な機能解析を行ったも
ので,今後,植 物の成育や生産性に直接関わる機構の制御について,新 たな視点を導入 したものである。
審査員一同は,本 論文提出者に対 し,博 士(農 学)の 学位を授与するに値するものと認定 した。
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